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摘要 :目的 探讨 人 RhoA 是否 发 生 SUMO 化 修饰 。 方 法 运用 村 
表达 载体 ,测序 验证 。 将 重组 RhoA 质粒 转 染 进 HEK293T 细 胞 中 ,免疫 印迹 检测 质粒 的 表达 。 将 重组 RhoA 质粒 分 别 和 SUMO 


EZE PCR 和 双 酶 切 连接 方法 构建 PcpDNA3-3flag-RhoA 真 核 


各 型 质粒 共 转 染 进 HEK293T 细 胞 中 ,细胞 免疫 荧光 检测 RhoA 与 SUMO 之 间 是 否 存在 共 定位 。 和 免疫 共 沉 淀 方 法 检测 RhoA 是 


RA SUMO 化 修饰 。 结 果 成 功 构建 pcDNA3-3flag-RhoA 习 


组 质粒 ,测序 结果 提示 存在 一 个 同 义 突变 ,其 余 完全 正确 ;免疫 


印迹 检测 重组 RhoA 质粒 能 高 效 表 达 融 合 蛋 白 ; 免 疫 细胞 化 学 检测 到 RhoA 与 SUMO2/3 存 在 共 定 位 ,RhoA 与 SUMO1 不 存在 共 
定位 ;免疫 共 沉 淀 检测 SUMO2/3 对 RhoA 发 生 修饰 作用 , SUMO1 对 RhoA 未 发 生 修 饰 作用 。 结 论 A RhoA 发生 了 SUMO2/3 


参与 的 SUMO 化 修饰 ,可 能 参与 神经 系统 损伤 后 轴 突 再 生 的 调控 。 
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Abstract: Objective To investigate whether human RhoA is modified by SUMO. Methods Overlap extension PCR and double 
digestion technique were used to construct the eukaryotic expression vector pcDNA3-3flag-RhoA, which was identified by 


sequencing. The plasmid was transfected into HEK293T cells and its expression was detected by Western blotting. 
Immunofluorescence assay was used to detect whether RhoA is co-localized with SUMO. Co-Immunoprecipitation was used 
to detect whether RhoA is modified by SUMO. Results The recombinant plasmid pcDNA3-3flag-RhoA was successfully 
constructed and verified. Western blotting showed that the recombinant plasmid pcDNA3-3flag-RhoA expressed abundant 
fusion protein in HEK293T cells. Immunofluorescence showed that RhoA was co-localized with SUMO2/3 but not with 
SUMOI1. Co-immunoprecipitation verified that RhoA was modified by SUMO2/3 but not SUMO1. Conclusion Human RhoA is 
modified by SUMO2/3 and probably participates in the regulation of axon regrowth after nervous system injury. 
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成 人 中 枢 神 经 系统 是 一 个 比较 复杂 的 系统 ,损伤 后 
再 生 能 力 和 结构 可 塑 能 力 非 常 有 限 ,原因 是 各 种 各 样 来 
自 内 在 或 外 来 的 因素 参与 神经 系统 损伤 后 的 修复 抑制 
过 程 ,其 中 局 部 环境 是 导致 其 再 生 能 力 缺 乏 的 一 个 重要 
原因 一 。 中 枢 神 经 系统 损伤 后 局 部 环境 中 存在 一 些 生 
长 抑制 因子 ,可 以 抑制 轴 突 再 生 , 主要 包括 3 种 来 源 于 
HELA PDS il E A He AC az A (MAG) Nogo 和 少 
FE |e OAH Hea PEE FS (OMGP) o 3X 264 fa Fy ay 
与 Nogo 的 受 体 NgR 结 合 , 在 p75 的 参与 下 激活 其 下 游 
的 小 分 子 GTP 酶 RhoA 进而 激活 Rho 激 酶 ROCK 而 使 
多 种 靶 和 蛋白 包 括 肌 动 蛋白 轻 链 磷 酸化 ,从 而 调节 神经 元 
细胞 骨架 的 重 排 ,最 终 导致 生长 锥 的 溃 变 和 轴 突 生长 的 
抑制 3。 因此 Rho/ROCK 激 酶 系统 在 中 枢 神 经 系统 损 
伤 后 轴 突 再 生 抑 制 信号 传递 中 起 关键 的 作用 ,抑制 Rho/ 


ROCK 的 信号 通路 是 克服 多 种 细胞 内 外 生长 抑制 因子 
作用 的 重要 途径 "7。 

SUMOs 是 一 种 类 泛 素 小 分 子 修饰 物 , 人 神经 系统 
中 有 SUMO1-3 3 种 亚 型 。 越 来 越 多 的 研究 发 现 
SUMO 在 细胞 骨架 . 轴 突 生长 和 再 生 以 及 损伤 神经 元 的 
应 激 反应 中 扮演 着 重要 的 角色 “5 。 目 前 ,对 于 RhoA 
是 否 受 到 SUMO 化 修饰 尚未 见报 道 ,鉴于 RhoA 和 
SUMO 在 轴 突 生长 和 细胞 骨架 中 的 表现 和 作用 ”1， 
我 们 推测 RhoA 与 SUMO 之 间 可 能 存在 着 某 种 联系 ,为 
了 探究 这 一 猜想 ,我们 采用 目前 公认 的 两 种 SUMO 化 
预测 软件 全 SUMOplot™ (http://www.abgent.com/ 
sumoplot) 以 及 SUMOsp2.0 对 RhoA 的 SUMO 化 修饰 
位 点 进行 了 预测 ,预测 结果 提示 RhoA 存在 两 个 高 分 值 
SUMO 化 修饰 候选 位 点 ,我 们 推断 SUMO 化 修饰 可 能 
是 RhoA 活 性 的 一 种 调控 机 制 ,在 RhoA/ROCK 信 号 通 
路 介 导 的 中 枢 神 经 系统 损伤 后 的 轴 突 再 生 中 起 着 重要 
的 作用 。 为 此 ,我 们 运用 免疫 共 沉 淀 的 方法 探寻 RhoA 
Ej SUMO 之 间 的 关系 , 旨 在 为 神经 损伤 后 轴 突 再 生 的 
临床 研究 提供 一 定 的 机 制 和 方向 。 
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1 材料 和 方法 
1.1 材料 

人 胚胎 肾 细 胞 HEK293T(ATCC) ;引物 由 鸿 讯 生 
物 公 司 合成 ,限制 性 内 切 酶 Hind MA BamHI I A 
TaKaRa 公 司 ;DNA 连接 酶 和 DNA RA A RE 
公司 ;琼脂 糖 凝 胶 回收 试剂 盒 和 小 提 质 粒 试剂 盒 购 自 
TaKaRa 公 司 ; 蛋 白 Marker 购 自 天 根 生化 科技 有 限 公 
司 ;pcDNA3-Flag 载 体 为 本 校 病理 生理 学 教研 室 赠 了 予 ; 
GV227-RhoA 载体 和 EX-Mm24840-M12 载体 为 本 实 
验 室 保存 ;pcDNA3-HA-SUMOL/2/3 为 本 实验 室 构建 
保存 ; 转 染 试剂 TransInTM EL 购 自 Transgen 公 司 ;和 蛋白 
裂解 液 NP-40 为 实验 室 自 配 ;Protein A/G Plus Agarose 
购 自 Santa Cruz 公 司 ;NEM 购 自 Sigma 公 司 ; 兔 源 Flag 
和 上 鼠 源 HA 抗体 购 自 Sigma 公 司 ; 鼠 源 Flag 抗 体 购 自 北 
京 锐 抗 生 物 科技 有 限 公 司 ; 免 源 IgG Wa AFB SK ; o- 
Tubulin 购 自 武 汉 博 士 德 生物 工程 有 限 公 司 ;ECL 化 学 
发 光 液 购 自 Thermo 公 司 ; 

1.2 方法 

1.2.1 RhoA 的 SUMO 化 修饰 位 点 预测 在 NCBI 中 搜 
索 人 RhoA 和 蛋白 的 氨基 酸 序 列 (NP_001655.1) ,并 利用 
生物 软件 SUMOploty 和 SUMOsp2.0 进 行 SUMO 化 修 
饰 分 析 。 

1.2.2 pcDNA3-3flag-RhoA 重组 质粒 的 构建 与 鉴定 
KHE PCR 技术 扩 增 3flag-RhoA 融合 基因 片 
Be, (EH Hind I Al BamH 工 酶 切 位 点 保护 碱 基 的 引物 : 
RhoA-a Hind II Forward: CCCAAGCTTCGGCCACC 
ATGGACTACAAAGACCAT; RhoA-b Reverse: GGC 
AGCCATCTTGTCATCGTCATCCTTGTA; RhoA-c 
Forward: GATGACAAGATGGCTGCCATCCGGAAG; 
RhoA-d Reverse: CGGGGATCCTTACAAGACAAGG 
CACCCAGATT, 

首先 以 EX-Mm24840-M12 为 模板 ,RhoA-a/b 为 引 
物 , 扩 增 3flag 片 段 ;其 次 以 GV227-RhoA 为 模板 ,Rho- 
c/d 为 引物 , 扩 增 RhoA 片 段 ;最 后 以 前 两 次 PCR 扩 增 出 
的 3flag 和 RhoA 基因 片段 为 模板 ,RhoA-a/d 为 引物 , 扩 
增 3flag-RhoA 融合 基因 片段 。 

将 PCR 所 得 产物 3Flag-RhoA 经 切 胶 回 收 纯化 后 
进行 双 酶 切 反 应 (Hind 卫 /BamH 工 ), 同 时 载体 pcDNA3- 
flag 也 进行 双 酶 切 反 应 (Hind 下 /BamH I ), 双 酶 切 条 件 
为 37 WC 过夜; 将 酶 切 后 的 基因 片段 和 载体 回收 纯化 后 
进行 连接 ,连接 条 件 为 16 ,2 h; 取 全 部 连接 产物 加 入 
到 感受 态 细菌 DH5a 进 行 转化 , BURR AREER 
LB 平板 ,37 培养 过 夜 。 次 晨 挑 取 克 隆 , 小 提 质 粒 后 行 
双 酶 切 , 酶 切 产 物 行 琼脂 糖 凝 腕 电泳 鉴定 。 经 酶 切 鉴定 
的 阳性 克隆 送 Invitrogen 公 司 测序 。 

1.2.3 HEK293T 细 胞 的 转 数 提前 1 d 行 细胞 接种 : 


达到 70%~90% 汇 合 度 ;将 0.8 png 质粒 稀释 于 50 uL 
Opti-MEM 培 养 基 , 加 入 1.6 uL TransInTM EL ,轻柔 混 
义 , 室 温 静 置 15~20 min; 将 质粒 -TransInTM EL 复合 物 
加 入 细胞 ,于 37 C CO, 培 养 箱 培 养 ; 转 染 6 后 更 换 完 
全 培养 基 , 继 续 培 养 18~72 h。 

1.2.4 细胞 免疫 荧光 在 Confocol 耳 接种 HEK293T 细 
胞 , 待 合适 汇合 度 后 共 转 染 RhoA 和 SUMO 各 型 质粒 ; 转 
染 24 h 后 用 4% 的 多 聚 甲醛 固定 60 min; 然 后 用 0.1 mol 
PBS 液 配制 0.3% Triton X-100+5% BSA 的 打 孔 封闭 液 
室温 打 孔 封闭 1 h; 用 含 1% BSA 的 0.1 mol PBS 稀释 一 
抗 (1:500 HA, mouse antibody; 1:500 Flag, rabbit antibody) 
室温 孵育 各 60 min; HE 1% BSA-0.1 mol/L PBS 稀释 
抗 鼠 荧光 二 抗 Alexa 549(1:500) 和 抗 免 欧 光 二 抗 Alexa 
488(1:500) 混 合 液 ,室温 孵育 60 min; H DAPI 染 核 
37%,15 min。 甲 醇 洗 3 minx1, 0.1 molPBS 洗 5 minx2。 
尼康 共聚 焦 显 微 镜 下 观察 拍照 收集 图 像 。 

1.2.5 细胞 蛋白 提取 和 免疫 印迹 取出 待 提取 蛋白 的 细 
胞 ,去掉 培 养 板 亚 内 的 培养 基 ,用 预 冷 1xPBS( 内 含 
20 mmol NEM) 洗 2 次, 弃 去 PBS, 吸 干 ,加 入 适量 的 
NP-40 组 织 细胞 裂解 液 ( 内 含 20 mmol NEM), 冰 上 放 
置 5 min, 将 细胞 全 部 刮 下 ,加 入 磁 珠 匀 奖 ,程序 设 定 为 
4800 r/minx10 so 4 CHERAUE 20 min。 离 心 4%C， 
12 000 g,15 min, 上 清 移 至 新 的 EP 管 中 , 即 为 提取 的 全 
细胞 蛋白 ,进行 BCA 和 蛋白 定量 后 可 置 于 -80 %C 保 存 或 直 
接 进 行 下 一 步 实验 。 和 蛋白 样品 上 样 前 100 C#5 min, 
将 电泳 装置 连接 电源 ,调节 电压 为 100V,75 min 开始 
电泳 。 电 泳 完毕 将 胶 上 和 蛋白 湿 转 到 0.45 mm PVDF Hit 
(300 mA,3 h) 上 ,室温 PYDF 腊 封闭 1 h,TBST 漂 洗 3 
次 ,加 入 相应 的 一 抗 ,4 孵育 过 夜 。TBST 漂 洗 3 次 ,加 入 
相应 的 二 抗 室温 孵育 1 h,TBST 漂 洗 3 次 ,于 暗室 显影 。 

1.2.6 免疫 共 沉 淀 各 卫 实 验 组 加 入 1.5 ug Flag 抗 体 ， 
IgG 对 照 组 加 入 1.5 ug 同 源 IgG,4 % 缓 慢 摇动 过 夜 。 加 
入 20 uL 304) 2H MY Protein A/G PLUS- Agarose, 4 °C 
绥 慢 摇动 1 h。 离 心 :4% ,2500 r/min,5 min, 弃 上 清 。 
0.75 mL Wash buffer 洗 涤 沉 演 ,离心 :4%,2500 r/min, 
5 min, 弃 去 上 清 ,重复 4 次 。 完 成 最 后 1 次 洗涤 后 , 弃 去 
上 清 , 吸 干 beads 上 存留 的 上 清 ,沉淀 中 加 入 20 uL 2x 
SDS 上 样 缓冲 液 ,震荡 后 100 C#5 min, 低 速 离心 后 将 
上 清 转 入 新 的 1.5 mL 离心 管 。 样 品 可 直接 用 于 蛋白 免 
疫 印 迹 检测 或 暂时 保留 在 -20 %。 该 实验 重复 3 次 。 


2 结果 
2.1 RhoA 的 SUMO 化 修饰 位 点 预测 

我 们 用 生物 软件 SUMOplote 对 人 RhoA 的 SUMO 
化 修饰 进行 预测 ,发 现 RhoA 存 在 两 个 高 分 值 SUMO 化 
修饰 候选 位 点 ( 表 1)。SUMOsp2.0 预 测 结果 与 此 类 似 ， 


孔 接 种 2.$Sx10* 细 胞 (24 孔 板 为 例 ) ,使 转 染 时 细胞 密度 


不 予 展示 。 
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表 1 RhoA 的 SUMO 化 修饰 位 点 
Tab.1 SUMO modification sites of RhoA 


No Position Peptide Score 
1 135 AKMKQEP 0.80 
2 140 EPVKPEE 0.82 


2.2 pcDNA3-3flag-RhoA 重组 质粒 的 构建 与 鉴定 
RhoA 基因 片段 大 小 为 600 bp,3flag 基因 片段 为 


95 bp,3flag-RhoA 融合 基因 片段 为 677 bp( 图 1A~C)。 
经 酶 切 .连接 ,转化 后 挑 取 拟 阳性 克隆 做 酶 切 鉴定 (Exzd 
M/BamH 工 , 图 1D)。 选 取 酶 切 鉴定 的 阳性 克隆 送 
Invitrogen 公 司 测序 (图 1E) ,除了 第 237 位 的 G 突变 成 
A 外 ,其 余 完全 正确 。 即 235~237 位 密码 子 由 GAG 变 
成 了 GAA, 但 均 编 码 谷 氨 酸 ,属于 同 义 突变 ,不 影响 后 
续 融 合 蛋白 3flag-RhoA 的 表达 。 


3Flag-RhoA 


| | 
wien | | N 
3Flag-RhoA || | 人 | AT 
酶 切片 断 | 
| | | I | | | | 
| yy | y \) | | | | | | \) | Vy VN 
aA PS SP eS DR OR eR OP 


图 1 pcDNA3-3flag-RhoA 真 核 表达 载体 的 构建 

Fig.1 Construction of the eukaryotic expression vector pcDNA3-3flag-RhoA. A: PCR 
amplification of RhoA (1: DNA marker; 2: RhoA); B: PCR amplification of 3flag (1: DNA 
marker; 2: 3flag); C: PCR amplification of 3flag-RhoA (1: DNA marker; 2-4: 3flag-RhoA); D: 
Enzyme digestion of plasmid pcDNA3-3flag-RhoA of fitted positive clone (1: DNA marker, 
2: pcDNA3-flag. 3: plasmid pcDNA3-3flag-RhoA. 4: enzyme-digested plasmid pcDNA3-3flag- 
mBKB4); E: Part of the sequencing result of pcCDNA3-3flag-RhoA. 


2.3 Jit #2 pcDNA3-3Flag-RhoA 在 HEK293T 细 胞 中 高 
效 表达 

将 重组 质粒 pcDNA3-3Flag-RhoA 转 染 进 HEK293T 
细胞 中 ,培养 48 h 后 提 和 蛋白 ,用 标签 抗体 Flag 抗 体 经 免 
疫 印 迹 检测 其 表达 。 该 质粒 可 在 HEK293T 细 胞 中 高 效 
表达 (图 2)。 
2.4 细胞 免疫 荧光 实验 检测 到 RhoA 与 SUMO2/3 共 定 
ADF ALR Fe AIR 

4% RhoA 43-5 SUMO1 SUMO2 SUMO3 共 转 染 
进 HEK293T 细 胞 中 ,24 h 后 行 细 胞 免疫 欧 光 实验 ,最 后 
用 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 在 20 倍 镜 下 拍照 收集 图 像 


Alexa 488 标 记 RhoA 显示 绿色 ,Alexa 594 标 记 SUMO 
显示 红色 。RhoA 与 SUMO2/3 在 细胞 中 共 定位 于 胞 浆 
和 胞 膜 , 且 在 细胞 突起 结构 上 共 定 位 比较 多 ,而 RhoA 
与 SUMO1 在 细胞 中 不 存在 共 定 位 (图 3)。 
2.5 免疫 共 沉 淀 证 实 RhoA 发 生 了 SUMO2/3 修 饰 
免疫 共 沉 淀 实验 以 Flag 抗 体 免 疫 共 沉淀 细胞 裂解 
液 中 的 RhoA 和 蛋白 ,最 后 分 别 用 HA 抗体 和 Flag 抗 体 做 
免疫 印迹 检测 , RhoA 与 SUMO2 或 SUMO3 共 转 组 在 ~ 
80 KDa 位置 处 出 现 阳性 共 价 修饰 条 带 ,而 RhoA 与 
SUMO1 共 转 组 则 未 出 现 阳性 共 价 修饰 条 带 (图 4)。 该 
实验 证 实 SUMO2/3 Xf RhoA 发 生 了 修饰 作用 , SUMO1 


Flag-RhoA t+ + + + 
HA-SUMOI - + - - 
HA-SUMO2 - = bo os 
HA-SUMO3 = ee aR 


“y 


. Flag-RhoA 


IB: Flag 


图 2 质粒 pcDNA3-3Flag-RhoA 4 HEK293T 48 


胞 中 的 表达 
Fig.2 Expression of plasmid pcDNA3-3Flag-RhoA 
in HEK293T cells. 
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对 RhoA 未 发 生 修 饰 作用 。 其 中 在 RhoA 单 转 组 用 Flag 
抗体 免疫 印迹 检测 到 800 000 处 阳性 条 带 , 考 虑 为 内 源 
性 SUMO2/3 对 RhoA 产 生 了 SUMO 化 修饰 而 被 检测 到 。 


3 讨论 

神经 损伤 后 的 功能 恢复 是 神经 系统 疾病 中 的 研究 
热点 和 难点 ,目前 认为 受 损 神经 元 的 轴 突 再 生 和 突 触 形 
成 与 神经 功能 的 恢复 密切 相关 *”,Rho/ROCK 激酶 系 
统 在 中 枢 神 经 系统 损伤 后 轴 突 再 生 抑 制 信 号 传递 中 起 
关键 的 中 介 作用 ,所 以 阻 断 RhoA 的 激活 成 为 了 促进 轴 
突 再 生 最 有 前 景 的 治疗 方法 之 一 * "小 。RhoA 广 泛 表 达 
于 各 组 织 和 细胞 , 且 在 神经 系统 分 布 广泛 ,是 肌 动 蛋白 和 
微 管 细胞 骨架 形成 的 重要 调节 因子 ,调节 轴 突 分 支 , 树 突 
棘 的 形态 发 生 MAIEK ESRAR E 
SUMO 化 修饰 在 轴 突 的 再 生 和 受 损 神经 元 的 应 激 反应 


Alexa 594 


3 RhoA 与 SUMO2/3 共 定位 于 HEK293T 细 胞 的 胞 浆 和 胞 膜 
Fig.3 Co-localization of RhoA and SUMO2/3 both on the membrane and in the cytoplasm of HEK293T cells (Scale bar=10 


um). 


中 扮演 着 重要 的 角色 到 ,如 RNA 结 合 蛋 白 La 的 SUMO 
化 修饰 对 轴 突 mRNA 的 运输 和 蛋白 合成 有 直接 的 影响 ， 


影响 轴 突 的 再 生 ,包括 生长 锥 的 生长 和 突 触 可 塑性 ”。 


RhoA 的 翻译 后 修饰 有 多 种 ,如 磷酸 化 、 糖 基 化 和 
泛 素 化 等 ,这 些 修饰 作用 通过 影响 RhoA 的 活性 而 起 到 
影响 细胞 骨架 和 细胞 运动 的 作用 ,如 Cullin 家 族 脚手架 
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Flag-RhoA i ae a Flag-RhoA t+ +4 4 
HA-SUMOI - + - - - + - - HA-SUMOI - + - = - +e - 
HA-SUMO2 aii aR og a E e a HA-SUMO2 二 
HA-SUMO3 - -+--+ HA-SUMO3 - = -+ ee -+ 
3 . 
x10 | ss | 
= - SUMO-RhoA 
SUMO-RhoA 
= * 
Flag-RhoA 
A 
A 
10 5 
IP: Flag IP: IgG IP: Flag IP: IgG 
IB: HA IB: Flag 
Eam pu Flag-RhoA 图 4 免疫 共 沉 淀 检 测 RhoA 与 SUMO2/3 存在 相互 作用 
nee Fig.4 Co-immunoprecipitation verifies that exogenous RhoA is 
covalently modified by SUMO2/3. A indicates unspecific bands. 
IB: a-Tubulin = = = -Tubulin 
Input 


EA Cul3 对 RhoA 的 泛 素 化 作用 使 RhoA 发 生 降 解 而 
起 到 控制 肌 动 蛋白 骨架 和 细胞 运动 的 作用 2 ,蛋白 毒素 
PaTox 对 RhoA 的 糖 基 化 作用 抑制 RhoA 的 活性 并 阻止 
RhoA 与 其 下 游 因 子 的 相互 作用 ,从 而 诱导 肌 动 蛋白 的 
分 解 .细胞 否 哈 作用 的 抑制 以 及 细胞 毒性 反应 ， 
cGMP/cGMP- 依 赖 和 蛋白酶 对 RhoA 的 磷酸 化 作用 抑制 
RhoA 的 信号 传导 而 起 到 抑制 肌 动 蛋白 重组 和 应 力 纤 维 
形成 的 作用 ”。 但 RhoA 的 SUMO 化 修饰 目前 尚未 见 
报道 。 在 此 我 们 发 现 了 RhoA 的 一 种 新 的 翻译 后 修饰 
形式 , 即 RhoA 的 SUMO 化 修饰 。 这 种 修饰 作用 可 能 》 
后 续 RhoA SUMO 化 修饰 研究 的 体内 实验 提供 理论 和 
实验 依据 ,并 可 能 为 神经 损伤 后 的 轴 突 再 生 治疗 寻找 到 
PTE o 

细胞 免疫 欧 光 实验 结果 提示 RhoA 与 SUMO2/3 在 
HEK293T 细 胞 中 共 定 位 于 胞 浆 和 胞 膜 , 且 在 细胞 突起 
和 伪 足 结构 存在 较 多 共 定 位 ,这 提示 RhoA 与 SUMO2/ 
3 可 能 存在 相互 作用 , 且 两 者 的 相互 作用 可 能 对 细胞 结 
构 起 着 某 种 重要 的 作用 ,而 RhoA 与 SUMO1 在 细胞 中 
不 存在 共 定 位 ;免疫 共 沉 淀 实验 结果 证 实 RhoA 与 
SUMO2/3 存 在 相互 作用 ,RhoA 与 SUMO1 不 存在 相互 
作用 ,日 SUMO2/3 对 RhoA 的 修饰 使 其 蛋白 相对 分 子 


蛋白 的 修饰 往往 是 以 SUMO 链 的 形式 结合 到 底 物 蛋白 
赖 氨 酸 残 基 上 这 一 特点 ” ,我 们 推测 SUMO 对 RhoA 的 
修饰 很 可 能 是 以 3~4 个 SUMO 形 成 的 SUMO 链 的 形式 
共 价 结合 到 RhoA 的 SUMO 化 修饰 预测 位 点 的 某 一 个 
位 点 上 ,这 有 竺 后续 使 用 基因 突变 等 方法 进行 探究 。 
Semenova 等 ”在 2007 年 报道 ,RhoA 在 神经 元 兴奋 性 
毒性 过 程 中 活性 显著 升 高 ,并 介 导 随后 的 细胞 死亡 。 蔽 
低 RhoA 的 表达 显著 减少 退行 性 凋 亡 信号 和 增加 轴 突 
FRE ,这 提示 RhoA 是 疹 髓 损伤 后 细胞 内 抑制 轴 突 
再 生 和 退行 性 神经 元 死亡 的 靶 点 ,RhoA 活 性 提高 增 大 
了 神经 元 的 死亡 和 轴 突 再 生 抑 制 。 结 合 细胞 免疫 荧光 
实验 图 片 所 见 , 与 共 转 SUMO1 组 相 比 , 共 转 SUMO2/3 
组 的 HEK293T 细 胞 生长 状态 较 好 ,细胞 突起 和 伪 足 较 
多 ,我 们 推测 SUMO2/3 对 RhoA 的 修饰 可 能 参与 RhoA 
活性 的 抑制 作用 。 结 合 Huang S 等 所 的 研究 电 针 刺激 
可 下 调 RhoA/Rock 激 酶 活性 而 促进 轴 突 再 生 ,我 们 推 
bit SUMO2/3 Xf RhoA 的 修饰 作用 很 可 能 抑制 了 RhoA 
的 活性 ,一 定 程度 降低 RhoA/ROCK 激酶 系统 的 激活 ， 
从 而 起 到 保护 细胞 和 促进 轴 突 生长 的 作用 。 综 上 所 述 ， 
SUMO2/3 可 能 对 RhoA 发 生 修饰 作用 ,形成 Sumo- 
RhoA 复合 物 ,定位 在 生长 锥 部 位 ,调控 RhoA 的 活性 ， 


质量 提高 55 000。 免 疫 共 沉淀 实验 结果 与 细胞 免疫 荧 
光 实 验 结果 提示 意义 一 致 ,充分 证 明 在 外 源 转 染 
HEK293T 细 胞 条 件 下 人 RhoA 发 后 了 SUMO2/3 修饰 ， 
且 RhoA 的 SUMO2/3 修饰 可 能 对 细胞 结构 起 着 某 种 重 
要 的 作用 。 在 蛋白 质 的 相对 分 子 质 量 上 SUMO 化 修饰 
的 RhoA 比 单独 的 RhoA 提 高 了 55 000 左 右 , 这 相当 于 
SUMO 单个 分 子 质量 的 3~4 倍 ,结合 SUMO2/3 对 底 物 


从 而 影响 受 损 神经 元 的 轴 突 再 生 状况 。 本 实验 揭示 了 
RhoA 的 一 种 新 的 翻译 后 修饰 方式 ,但 其 修饰 位 点 、 作 
用 部 位 以 及 是 否 调控 受 损 神经 元 的 轴 突 再 生 尚 有 待 进 
一 步 研究 。 
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